
154

特  集

研 究 解

49巻 3号 (1997:3)

1.は  じ  め  に

生命科学の進歩により, タンパク質や核酸を始めとする

生体物質の巧妙な構造 ・機能が明らかになってきた。研究

の進展の中で,生 体分子の機能解明にとどまらず,生 体機

能分子を利用もしくは模倣する試みがさかんになりつつあ

る。

酵素の基質認識機能を利用したバイオセンサーは,グ ル

コースオキシダーゼを用いた酵素電極の報告 (1967年)D

以降,数 多くの研究が行われの
,実 用化に至ったもめもあ

る。また,機 能′性タンパク質 1個 をメモリー機能やスイッ

チング機能を持つ素子として,微 小デバイスを構築するバ

イオエレクトロニックデバイス3)は
,シ リコンの集積度が

いずれ限界に達するとの予測から提唱された分子素子のの

考えに派生する.実 用化にはまだ遠い段階だが,興 味深い

概念である。

バイオセンサーやバイオチップの材料として期待されて

いるタンパク質に,酵 素,チ トクロムcP ATPase,光 合

成反応中心などがあり,本 稿で解説するバクテリオロドプ

シン (bR)も そのひとつである.bRは 高度好塩菌 助 わ

妨ειθ″ππんαあらJz%の 細胞膜に存在する膜タンパク質で,

光吸収により細胞の内側から外側ヘプロトンを輸送する機

能を持つ。分子量が26700と小さい,最 も単純なイオンポ

ンプだといえる。また,プ ロトン輸送過程でbRの 吸収極

大が変化し, レチナールはいわばプローブとして働いてい

るため,プ ロトン輸送過程における中間体をとらえること

ができる。これらの性質にょり,イ オンポンプのモデル的

存在として,生化学,生物物理学を始めとする多くの分野
で研究が行われ,同時に光デバイスヘの応用も試みられて
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きた。以下, これまでの研究で明らかになったbRの 基本

的性質とデバイス構築の試みを概観したのち,当 研究室で

行っている研究の一部を紹介したい。

2.パ クテリオロドプシン

2.l 高度好塩菌

高度好塩菌は,名 前のとおり食塩濃度の高い水圏 (食塩

濃度23g/100 ml以上)に 生育する細菌である。世界中に

広く分布し, 日射の強い塩田跡地や塩湖で繁殖している.

高度好塩菌が多量に生育している塩田跡などは,こ の細菌

の細胞膜に含まれるカロチノイド色素が赤紫色に染める。

古くから知られている天日塩の赤紫色の着色は高度好塩菌

の混在によるもので,中 国ではこの着色を塩の濃縮度の目

安にしていたという。

高度好塩菌は,真 核生物でも真性細菌でもなく,古 細菌

(Archaebacteria)に分類される (古細菌に分類されない

種 も存在する).古 細菌は細胞膜の構造, リボソ‐ム

RNAの 特徴などが,真 核生物,真 性細菌と大きく異なる。

生物の系統進化の観点では,か つてただ1種類だった生物

が真性細菌と古細菌に分かれた後,古 細菌から真核生物が

派生したと推測されているDつ (Fig,1)。古細菌は好熱性

細菌 (CrenaechaeOta)とメタン菌の仲間 (Euryachae‐

ota)に分かれ,メ タン菌から高度好塩菌が派生した,

1960年代後半,StoeckeniusとRowenは 高度好塩菌の

1種 H泌 めαε′′万%解んαあらグ“解の細胞膜に,規 則正しくな

らんだ紫色の部分を発見しため.紫 膜と呼ばれるこの部分

は,直 径およそ0.5μmの パッチ状で厚さは4～ 5nmで

ある.組 成は25%力湖旨質,残 り75%は 単二のタンパク質バ

クテリオロドプシン (bR)で ある0'10.紫 膜は二次元の

規則正しい構造をとり
11),その中でbRが 3量体として存
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好熱性古細菌

高度好塩菌

メタン菌

真核生物

Fig. 1 Position of Archaebacteria in the evolution tree

パクテリオロドプシン H+を 錮胞外へ汲み出す

ハロロドプシン    Crを 細胞内へ汲みこむ

センサリーロドプシン 光受容色素
フォボロドプシン   光 受容色素

Fig.2 Various light cOnversion schemes in HんαあらJα蒻

在 している。1973年にOesterheltとStoeckeniusは,bR

が光駆動型プロトンポンプであることを明らかにした121。

bRの 生むプロトンの電気化学ポテンシャル差が ATP合

成酵素系を駆動する。やがてRackerと Stoeckeniusは,

bRと F00 Fl‐A¶Lseを 再構成ベシクルに取 り込ませ,光

照射によりADPと リン酸からATPが 合成されるのを証

明した
1°.Iん αあらJzπはふだん酸素呼吸で生きている

が,酸 素を断った嫌気的条件では,bRが 光エネルギーを

使って作 り出す細胞膜内外のプロトンの電気化学ポテン

シャル差でATP合 成などを行う (Fig。2)。これは一種の

光合成といえよう。

Hみ αあらJzπはbRの ほかにもいくつかのレチナール結

合タジパク質を持つ。そのうちハロロドプシンはクロライ

ドポンプで,塩 化物イオンを細胞の外側から内側に汲み込

む14)。また,セ ンサリーロドプシン151,10とフォボロドプ

シン1のは光感覚器官であり,細 菌の走行性に関与 してい

る。bRを始めとするこうしたレチナール結合タンパク質

については総説
18)で

紹介されている。
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2.2 バ クテリオロドプシンの構造と光反応サイクル

膜タンパク質は一般に結晶化 しにくい。X線 回折によ

る立体構造の決定がむずかしいため,今 まで立体構溝が明

らかになった膜タンパク質は少ない。

バクテリオロドプシン (bR)は 紫膜の中で二次元結晶

として存在している。これに注目したH endersOnとUn―

ghは 1975年,斜 方向低温電子顕微鏡像の高分解能三次元

再構成により構造に関する情報を得た1の。このとき得ら

れた分解能7Å のモデルは膜タンパク質の構造に関する

最初の有用な知見となった。その後,1990年 に3.5Å分解

能のモデルが発表され20,1996年 にはさらに詳細な構造

が報告された21).、

bRの 構造模式図をFig.3に 示す。 7本 の膜貫通 αヘ

リックスがレチナールを取囲む構造を持ち,こ の基本構造

は動物の網膜に存在する視物質ロドプシンに似ている。ヘ

リツクスB,C,Dは 膜面にほぼ垂直であり,ヘ リックス

A,E,F,Gは 膜面への法線から10°～20°ほど傾いている.

bRの 発色団である全 トランスレチナールは216番目の

アミノ酸リジンとシッフ塩基結合している。プロトン輸送

はレチナールの13シス型べの光異性化により始まる。光異

性化でタンパク質の構造が変わり,プ ロトン輸送経路に存

在するアミノ酸のpKが シフトしてプロトンリレーが働く,

プロトン輸送は約10五sで もとのbRに 戻るサイクル反応

であり,動 物の網膜に存在する視物質ロドプシンが最後に

レチナール分子を遊離するのとは文す照的である。

光反応サイクルは,時 間分解分光法や極低温における吸

収没1定などで研究が進められ,吸 収極大が異なるさまざま
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Fig. 3 Molecular structure of bacteriorhodopsin
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C=N:          H+               C=N+H

Fig.4  Photocycle Of bacteriOrhodopsin

な中間体が同定された。光反応サイクルをFig.4に示す。

レチナールの光異性化によってできる最初の中間体はJと

呼 ばれ,基 底状 態 の bRよ り長波長 に吸収極大 を持

っ2υ-25)。この中間体は時間分解分光法では確認されたが,

低温下の分光測定では確認されておらず,不 安定だと考え

られる.以 後,準 安定なK中 間体
20-2の

が生 じ,さ らには

タンパク質の構造変化が起こる過程でL中間体15),M中

間体へと変化する2キ3υ.光反応サイクルにおいて重要な
点は,L‐ Mの 変化過程でシッフ塩基からプロトンが解離

することである。このとき吸収極大は短波長 (412 nm)

にシフトする.M中 間体生成前に細胞外へのプロ トンの

放出が,生 成後に細胞内側からのプロトンの取 り込みが進

む。以上の後,レ チナールが13シス型でシッフ塩基が再プ

ロトン化 した N中 間体
31),3a,レ

チナールが全 トランス型

に戻っているがタンパク質の構造はおそらくもとに戻って

いない 0中 間体を経て,最 初の bRに 戻る.

2.3 プ ロトン輸送の経路

bRの 内部では,輸 送経路に存在するアミノ酸残基の

pK変 化を介 してプロ トンが一方向に輸送されると考えら

れている。

遺伝子工学の進歩により,特 定のアミノ酸を別のアミノ

酸に変換した変異タンパク質をかなり容易に作れるように

なった:bRで も,プ ロトン輸送に関わるアミノ酸の同定

を目的として,80年 代後半から変異体のプロトンポンプの

活性測定や分光法 (とりわけ赤外分光法)に よる測定が行

われている33)-43).

プロトン輸送で重要な役割を果たすアミノ酸には,85番

目のアスパラギン酸 (Asp85),96番 目のアスパラギン酸

(ハsp96),204番目のグルタミン酸 (Glu204),そしてレチ

ナールを結合 した216番目のリジン (Lys216)がある

(Fig.5)。Asp85をアスパラギンに置換した変異体では,

32

H+

Fig.5  PrOtOn pathway and role of specinc anlino acids in the

pump function

M中 間体の生成が遅 くなってプロトンポンプ活性が失わ

れる事実より,Asp85は シッフ塩基から解離するプロトン

を受け取ると考えられる35)-3つ。また,Asp96を アスパラ

ギンに置換するとM中 間体の減衰が非常に遅 くなり,プ

ロトンポンプ活性もほぼ消失した39,30-40。このことから,

Asp96はシッフ塩基ヘプロトンを供給すると推測できる。

さらに,Asp85の 受け取ったプロトンは外へ直接に放出

されるのではなく,別 のアミノ酸が介在すると予測されて

いたが,最 近 G lu204がそれであるとBrOwnら が報告 し

た41)。
変異体を用いた時間分解の可視吸収濃1定,赤 外分

光測定の結果から,膜 面付近に存在するGlu204がプロト

ンを放出するらしいと判明したのである。

プロトン輸送経路に存在する水分子がレチナールシッフ

塩基や近くのアミノ酸と水素結合し,プ ロトンポンプの機

能の一端を担う可能性も示唆されている力■の'4め
,そ の解

明は今後の研究課題となる。

3.パ クテリオロドプシンを用いた光デバイス構築の試み

3.1 緒 言

タンパク質を始めとする生体機能分子がふだん働 く環境

H十

生 産 研 究
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Table l Proposed methOds fOr bR im興 obilizatiOn

固定化法        ‐  年         報 告者
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○リン脂質平面膜への再構成

OLB法

1981

1988

1977

1985

1986

1989

1991

1978

1983

1984

1986

1978

1988

Barnberg et dP

Br轟n et J.″)

Hwang et JP

Sc‖ldkraut and Lewis40D

Furuno et al.

Miyasaktt et」.田)

Miyasaka and KoyamaS2p

N「

var。34D

Groma et alP

Kononenko et al.80D

Rsher67)

日u  a n d  E b r e F l

(A)

Current

○電着法

○ポリリジンを介した吸着

○ポリアクリルアミドグル

ヘの取り込み

は,デ バイスにならたときに働く環境と大きく異なる。そ

のため,タ ンパク質をデバイスのような工学材料として用
いるためには,特別養機能を持っているほかに,い くつか
の条件がある。以下のような理由で,bRは 工学材料に適
していると考えられる。

上述のように,プ ロトン輸送過程がサイクル反応である
ことは,光刺激の繰り返しに耐えうるため工学応用には望

ましい。また,bRは きわめて安定性が高く,100℃ 以上
の温度でも変性しないという報告もある40。

高い安定性
は工学材料には欠かせない。さらに,浸透圧で破壊した細

胞膜画分を密度勾配遠心にかけるといった簡単な操作で,

純粋なbRを 大量に得られる:こ の精製の容易さも利点と

いえる。

bRの 固定化,,光電応答測定はさまざまな方法で研究さ

れている49。これまで行われた固定化法を簡単にTable l

に示 し,そ の一部を次に紹介する。

3.2 脂質三分子膜に取り込んだbRの 光電応答

イオンポンプは,生 体膜という場に埋め込まれて初めて

機能を発揮する。このようなイオンポンプの機能を調べる

には,酵 素反応のような水溶液系では不十分である。そこ

で,研 究対象のイオンポンプをリン脂質に組み込む方法が

よく用いられる。一般には, リポソームやリン脂質の平面

膜中に再構成する。bRに ついてもそのような研究が行わ

れてきた46),4つ。

bRを 埋め込んだ脂質二分子膜の両側に電極を入れて定

常光を照射したところ,膜 を透過するプロトンによる定常

電流が観測された
47)。かけた電産と電流の関係はFi3 6

のようになる。プロトン輸送による電流が膜両側の電庄に

大きく依存するのは,律 速段階であるシッフ塩基の再プロ

トン化が静電力の影響を受けることを示唆する.

Ｈ‐ｍｉｎ(B)

Light  6ff

0

１。

　

　

　

　

５

く
Ｑ
ヽ
一
Ｃ
Ｏ
ヨ
一
９
〓
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〓
」

‐100      0      100     200

Membrane potenlal/mv
Fig.6 PhOtOctlrrents frOm a planar lipid bilayer COntaining

oriented bacteriorhodopsin.(A) photOCurrents in re‐

sponse to saturating light pulsesi(B)VOltage dependence

Of the photocurrent recorded from the same membttne.

3.3 1sFETを 用いたbRの 光電応答

イオン感応性電界効果型 トランジスター (ISFET)は ,

イオン感応層の膜表面と電解液との界面電位差が溶液のイ

オン濃度で変わることを利用して,こ の界面電位の変化を

検出する。イオン選択性にすぐれ,小型化も容易なところ
から,注 目されている。

ISFETの ゲート上に形成された多孔性のアセチルセル

ロース薄膜に紫膜を取 り込み,bRが 出すプロトンの検出

を行った5".光
を照射したところ,出 力電位の変化が観

測された。出力電位はプロトン濃度を反映し,光 照射を続

けると電位はプロトン濃度が上昇する向きに変化 した。

bRと ISFETの 特性を生かした光デバイスだといえる。

3.4 電 極に固定されたbRの光電応答

bRの 電極への固定化は, さまざまな方法で行われ,超

薄膜作製法として期待されるLB(Lamgmuir‐B10dgett)

法での固定化も試みられている4キ52).宮
坂らは水 ・ヘキ
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lAl

hν ―

(B)

Photocurrent

Light

On       Off

日
100 rns

Fig.7(A)StruCture of bR‐immObilized thin sandwich_type

phOtOcell:1,Sn02 tranSparent conductive layer;2,bacter_
iOrhOdOpsin LB ttlln; 3, aqueous electr01yte gel layer, 4,

Au layer,5,glass substrate.(B)PhOtOCurrent response of

sandwich‐type photocell

サ ン ・DMF混 合溶媒 に懸濁 させた紫膜 を気液界面に展開

することにより,bRの 安定な単分子膜 を作製 した
5⇒,52).

この LB膜 は光照射 に際 して,微 分型の光電流応答 を示

し
5⇒, 5の, 6 0 ) ( F i g . 7 ) ,イメー ジ セ ンサー に応 用 で き

る
61),60.256ピ

クセルの ITO(酸 化 インジウム ・スズ)

基板 を LB法 によって bRで 被覆 し,ピ クセルにそれぞれ

含水高分子電解質ゲルをはさんで対極 を取 り付 け,独 立 し

た並列回路を作 った。 ピクセルで生 じる光電流を電圧 にし

てか ら増幅 し,表 示用発光 ダイオー ド (LED)に 出力す

る。スライ ドプロジェクターか らセ ンサーに像 を投影 した

ところ,静 止画像 には応答 しないが,動 画像 には応答する

34
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イメージセンサーカM尋られた。

宮坂グループはまた,bRの C末 端 (細胞内側)と N

末端 (細胞外側)を 認識するモノクローナル抗体を用いて,

bRの LB膜 の配向がランダムであることを示した60。こ

れに基づき,Bispecinc(BS)抗 体を利用した配向制御に

成功 した60。
細胞の内佃1を電極に向けた配向と外側を電

極に向けた配向を比べると,内 側を電極に向けた場合のほ

うが応答は大きかった。

4.筆 者らの光電気化学的研究

4。1 緒 言

電極上のbRに 由来する光電応答の起源は今のところあ

まり明らかではない。これを含めて,bRの 光電応答の特

性解明は,プ ロトンポンプのメカニズム解析に役立つだけ

ではなく,bRを 用いる光デバイスの設計指針をもたらす

と期待できる.

上で紹介したサンドイッチ型セルは,湿 度で応答が大き

く変わるという問題があるし,測 定条件のこまかい制御も

むずかしい。そこで当研究室では,電 気化学で常用される

3電極系の定電位法で光電流を測定し,発 生機構の解析を

行っている.

4.2 実 験

Hん αあらJz%の培養とbRの 分離は常法
6Dに

従った.精

製したbRを ,吸 収大での吸光度が 1(光 路長 lmm)に

なるよう純水に懸濁させ,そ の50 μlを酸化スズ電極 (厚

さ200 nm)上 1× lcmに 広げ乾燥させて固定化した.電

解質溶液には100 mMの 硫酸ナトリウムを含む50 mMト

リス緩衝液 (pH=7.0)を 用いた。測定系をFig.8に示す.

光源 と して500Wキ セノ ンランプ (ウシオ電機,

UXL-500D)を 用い,水 フイルターで赤外線を除いた。

紫外線カットフイルター (東芝硝子,L-39)で 紫外線も

除いた光をバンドスフイルター (東芝硝子,G-55S)に 通

して擬単色光を得た。なお,作 用スペクトル測定では,バ

ンドパスフイルターの代わりに干渉フイルター (光伸光学

500W
Xe Lamp

Fig.8

|
bR immobllized
electrode

Photoresponse measurement setup for bR-electrode
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工業)を 用いた。bR固 定化電極を作用電極 とし,参 照電

極に銀/塩化銀電極を,対 極に白金を用い,ポ テンシオス

タッ ト (東方技研, POTENTIOSTAT/GALVANOS_

TAT 2000)で 電位を制御 しつつ,光 照射によって発生す

る光電流をオシロスコープ (SOny TektrOnix,TDS340P)

で記録 した。光強度の測定にはパワーメーター (アンリツ,

M A941lA)を 用いた。

4.3 結 果と考察

bRを 固定 した酸化スズ電極に光照射 したときの典型的

Fig,9 Photocurrent response of the bR‐Sn02/eleCtrolyte inter・

face.ElectЮ de potential, -0.2 V vs.Ag/AgCl.G reen

light intensity,230mヽ V/cm2

Wavelength / nm
Photocurrent action spectrum. Electrode potential, -0.2

V vs. AglAgCl. Broken curve is the absorption spec-

t rum of  bR, Incident  monochromat ic photon f lux.  3.26X
1 0 1 6  c m  

- ' . - t
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な応答パターンを Fig。9に 示す。光を照射 した瞬間にカ

ソード方向 (電極から溶液に負電荷が動 く向き)の
一過性

電流が観測され,光 照射を止めた際には逆向きの電流が生

じた.こ れは,太 陽電池などの光電変換デバイスでは定常

光電流が流れるのと好対照をなす。572 nmの単色光を照

射 した場合,光 電流のピーク時に動いた電荷と吸収光子数

50 100 150 200 250

mW cm-z
photocurrent. Electrode

ND filters were used to
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から見積もった量子収率は1.5×104でぁった。

光電流の作用スペクトル (Fig.10)がbRの 吸収スペク

トルと一致することより,光 電流がbR由 来だとわかる。

また,入 射光の強度と光電流のピーク値はよい比例関係に

ある (Fig。11)。

酸化スズ電極は表面にOH基 を持ち,プ ロトンの解離

平衡のためpHセ ンサーに似た動作をする66)。
観測される

光電流は,bRが 出したプロトンによる電極近傍のpH変

化を捉えたものだとの仮説
6のが最近出された。電極に金

や白金を用い,電 位を厳密に制御すれば,電 極表面にOH

基が存在しない状態,す なわちpH変 化に応答しないはず

の系を作れる。そこで,こ の仮説の検証も含めて光電流の

発生機構を検討するため,金 電極や白金電極にbRを 固定

して光電流測定を行った。電極として,金 ,白 金をそれぞ

れ蒸着したガラスを電極として用い,bRの 固定化と光電

流測定は酸化スズ電極のときと同様に行った.

金電極や白金電極を用いた場合,酸 化スズ電極上と同様

に一過性のカソード光電流が観測された。各電極における

光電流の電位依存性をFig。12に示す。金や白金上に酸化

皮膜ができていない電位域でも光電流が見られる。少なく

ともこの光電流は電極近傍のpH変 化に無関係だと考えら

れる。今後,さ らに電極界面の詳しい解析を行うことによ

り,光 電流の発生機構を明らかにする。

上記の実験ではbRを キャスト法で固定化しており,分

子の配向はランダムだと考えられる。配向をそろえれば光

電流発生機構の解析が容易になり,光 電変換デバイスの高

感度化が図れるだろう。

5。ま  と  め

bRに ついての基礎事項と光電応答に関する従来の研究

を概観し,筆 者らの研究成果を簡単に紹介した.電 極一溶

液界面でbRが 生む光電流は通常の光電変換素子とは違う

ユニークなィヾターンを持ち,新 規な光デバイスの構築につ

ながる。

光電流の発生機構を明らかにできれば,プ ロトンポンプ

のメカニズム解析の一助となるほか,bRを 用いる光デバ

イスの設計指針も得られよう。  (1996年 12月27日受理)
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